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論文内容要旨
近年，歯の再生医療の実現のために多くの研究がなされており，その一つが iPS 由来歯原性細胞
の樹立である。しかし，iPS 細胞から歯原性細胞への決定的な分化誘導方法の確立には，未だ至って
いない。本研究は，iPS 細胞を応用した歯の再生医療を目指し，iPS 細胞から象牙芽細胞への新規誘
導方法を確立することを目的とした。そのために，マウス iPS 細胞から神経堤様細胞（neural	crest	
like	cell，NCLC）を樹立し，それらにPax9およびBone	morphogenetic	protein	4（Bmp4）発現プラ
スミドの遺伝子導入，およびリコンビナントBMP4の添加を行うことで，象牙芽細胞への分化誘導を
試みた。
リアルタイム PCRおよび免疫蛍光解析により，本研究において樹立されたNCLCにおける神経堤
細胞（neural	crest	cell，NCC）のマーカー発現が示された。一方で，NCLCにおける歯原性間葉細
胞に認められる因子の発現は，マウス胎生14 .5日臼歯歯胚から採取した間葉細胞と比較して微弱で
あった。しかし，Pax9の遺伝子導入により，NCLCにおけるMsx1およびDentin	matrix	protein － 1
（Dmp－1）の発現が亢進された。また，Bmp4の遺伝子導入およびリコンビンナントBmp4の添加に
より，Msx1，Dmp－1，およびDentin	sialophosphoprotein（Dspp）の発現が亢進された。
これらのことから，Pax9，Bmp4の遺伝子導入およびリコンビナントBMP4の添加により，NCLC
は象牙芽細胞様細胞へと分化することが示唆された。
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審査結果要旨
歯の先天欠如や，齲蝕および歯周炎に起因した歯の喪失の治療は，現在人工材料を用いた補綴処置
が主である。近年，組織から採取した細胞を用いて人工歯胚を作製する研究が進み，歯の再生医療実
現への期待が高まってきている。しかし，歯の再生医療の実現のためには，克服すべき課題が多く残
されており，その一つは，採取時に低侵襲であり，且つ組織適合性や倫理的な問題の少ない，歯の再
生に用いる細胞シーズを，いかに獲得するかという問題である。現在，歯の再生医療の実現のために
多くの研究がなされており，その一つが iPS 由来歯原性細胞の樹立である。iPS 細胞はサイトカイン
の添加や歯原性細胞との共培養を行うことで，歯原性上皮および間葉細胞の性質を有する細胞へと分
化することが示唆されている。しかし，iPS 細胞から歯原性細胞への決定的な分化誘導方法の確立に
は，未だ至っていない。以上の背景を基に，本研究は，iPS 細胞を応用した歯の再生医療を目指し，
iPS細胞から象牙芽細胞への新規誘導方法を確立することを目的としている。
本研究では，マウス iPS 細胞から神経堤様細胞（neural	crest	like	cell，NCLC）を樹立し，それら
に Pax9および Bone	morphogenetic	protein	4（Bmp4）発現プラスミドの遺伝子導入，およびリコ
ンビナントBMP4の添加を行うことで，象牙芽細胞への分化誘導を試みている。神経堤細胞（neural	
crest	cell，NCC）のマーカー因子発現を指標として，マウスiPS細胞よりNCLCを樹立した。歯原性
間葉細胞に認められる因子のNCLCにおける発現は，マウス胎生14.5日臼歯歯胚から採取した間葉細
胞と比較して微弱であった。Pax9発現プラスミドをNCLCに遺伝子導入した結果，NCLCにおける
Pax9	mRNAおよびタンパク質の発現が促され，歯原性間葉細胞および象牙芽細胞に認められるマー
カー因子の発現亢進が認められた。また，Bmp4発現プラスミドをNCLCに遺伝子導入した結果，
NCLCにおける Bmp4	mRNAおよびタンパク質の発現が促され，歯原性間葉細胞および象牙芽細胞
に認められるマーカー因子の発現亢進が示された。さらに，リコンビナントBMP4を添加してNCLC
を培養することで，Bmp4の遺伝子導入を行ったときと同様，歯原性間葉細胞および象牙芽細胞に認
められるマーカー因子の発現が亢進された。
本研究では，マウス iPS細胞からNCLCを樹立し，Pax9またはBmp4発現プラスミドを遺伝子導入
することで，象牙芽細胞様細胞が誘導されることを初めて報告した。この方法により誘導された象牙
芽細胞様細胞は，器官原基法を用いた再生歯胚の作製や，象牙質の再生を目指す組織工学の細胞シー
ズとなる可能性を有していると考えられる。本研究論文は再生歯学のみならず，臨床歯学に有用な知
見を提供することが期待され，博士（歯学）の学位論文として相応しいと判断する。
－	45	－
